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ABSTRACT 
A laboratory scale study was conducted to determine the effect of Azotobacter sp. inoculum on the 
growth of Sorghum  bicolor plant which will be applied in phytoremediation for marginal land having less 
water sources. The experimental treatment unit of Azotobacter inoculum sp., Urea, or a negative control 
was made by way of inoculating as many as 1 mL each into a 2 kg pot of soil containing Sorghum bicolor 
seeds. Each pot was then labeled with the sign "Az" for Azotobacter sp treatment, "U" for the Urea 
treatment, and "K" for the negative control which was not added inoculum Azotobacter sp. or urea. Each 
treatment was made in five repetitions, so that in total there are 15 research pot units all were incubated 
for 14 days at the Greenhouse BTL-BPPT which was dry and exposed to sunlight. The plant height was 
measured every day during the 14 day study. The results showed that the addition of Azotobacter sp. and 
urea were influential in promoting the growth of S. bicolor. The “Az” gradient rise was higher than “U” 
showing that the effect of the inoculum Azotobacter sp. addition was higher than urea in enhancing the 
growth of S. bicolor. To test the significance of the effect of Azotobacter sp. inoculum on the growth of S. 
bicolor the analysis of variance (ANOVA) was conducted and the results show that the addition of 
inoculum Azotobacter sp. had significant effect on the height of S. bicolor plant. 
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ABSTRAK 
Sebuah penelitian skala laboratorium dilakukan untuk menentukan pengaruh inokulum Azotobacter sp. 
terhadap pertumbuhan tanaman Sorghum bicolor yang akan diterapkan dalam usaha fitoremediasi lahan 
marginal yang kurang sumber air. Unit percobaan perlakuan inokulum Azotobacter sp., urea, atau kontrol 
negatif dibuat dengan cara menginokulasi sebanyak 1 mL masing-masing ke dalam pot berisi 2 kg tanah 
yang dibenami benih S. bicolor. Setiap pot kemudian dilabeli dengan tanda “Az” untuk perlakuan 
Azotobacter sp, “U” untuk perlakuan urea, dan “K” untuk kontrol negatif yang tidak ditambahkan inokulum 
Azotobacter sp. ataupun urea. Untuk masing-masing perlakuan dibuat 5 pengulangan, sehingga total 
semuanya ada 15 unit pot penelitian yang diinkubasi selama 14 hari di dalam Greenhouse BTL-BPPT 
yang kering dan terkena cahaya matahari. Tinggi tanaman S. bicolor diukur setiap hari selama 14 hari 
penelitian.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan Azotobacter sp. maupun urea 
berpengaruh dalam meningkatkan pertumbuhan S. bicolor. Gradien kenaikan Az lebih tinggi 
dibandingkan U, hal ini menunjukkan bahwa pengaruh penambahan inokulum Azotobacter sp. lebih tinggi 
dibandingkan urea dalam meningkatkan pertumbuhan S. bicolor. Untuk menguji signifikansi pengaruh 
Azotobacter sp. terhadap pertumbuhan S. bicolor maka analisis variansi (ANOVA) dilakukan dan hasilnya 
menunjukkan bahwa penambahan inokulum Azotobacter sp. berpengaruh signifikan terhadap tinggi 
tanaman S. bicolor. 
 
Kata kunci: Azotobacter sp., biofertilizer, fitoremediasi, Sorghum bicolor, urea 
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1. PENDAHULUAN 
1.1. Latar Belakang 
Azotobacter merupakan kelompok bakteri 
yang umum ditemukan saat diisolasi dari tanah 
dan  diketahui memiliki aktivitas fiksasi nitrogen. 
Azotobacter merupakan kelompok genus bakteri 
kemoorganotrofik yang menginhabitasi tanah, 
umumnya pada tanah yang pH nya netral dan 
basa. Genus ini bersifat free-living. Sel bakteri 
genus Azotobacter berukuran besar dan 
berbentuk bola atau cocci. Banyak isolat 
Azotobacter yang ukurannya menyerupai ukuran 
ragi, yakni berdiameter 2-4µm atau lebih. 
Beberapa spesies motil menggunakan flagella 
peritrik. Saat tumbuh dengan N2 sebagai sumber 
nitrogen, kapsul ekstensif atau lapisan seperti 
lendir akan diproduksi oleh spesies bakteri 
pemfiksasi nitrogen untuk melindungi enzim 
nitrogenase pada sitoplasma. Hal ini karena 
Azotobacter merupakan aerob obligat walaupun 
nitrogenase sensitif terhadap O2
(1)
. Lama-
kelamaan sel dapat kehilangan mobilitasnya dan 
berubah morfologinya menjadi bulat dan 
memproduksi lapisan mukus yang membentuk 
kapsul. Bentuk sel ini dipengaruhi asam amino 




Azotobacter merupakan bakteri aerob yang 
menerima energi dari reaksi redoks dengan 
menggunakan senyawa organik sebagai donor 
elektron. Nilai pH optimum untuk pertumbuhan 
dan fiksasi nitrogen Azotobacter sp. berkisar 
antara 7-7,5,  namun pertumbuhannya dapat 
tetap berlangsung pada pH 4,8-8,5
(3)
. 
Azotobacter juga dapat tumbuh secara 




dapat hidup pada karbohidrat yang variatif, 
alkohol, dan asam organik, serta 
metabolismenya oksidatif. Semua spesies 
Azotobacter memfiksasi nitrogen tapi beberapa 
dapat tumbuh pada sumber nitrogen campuran 
yang sederhana. Azotobacter dapat membentuk 
struktur kista yang mirip dengan endospora 
bakteri, yakni menunjukkan respirasi endogenous 
yang signifikan dan resisten terhadap desikasi, 
disintegrasi mekanik, serta radiasi ion maupun 
UV. Berbeda dengan endospora, kista 
Azotobacter tidak terlalu resisten terhadap panas 
dan tidak sepenuhnya dorman karena 
mengoksidasi sumber C secara cepat
(1)
. 
Azotobacter telah banyak diteliti untuk dibuat 
sebagai penyusun biofertilizer. Biofertilizer 
merupakan pupuk biologis yang terbuat dari 
inokulum mikroba pemfiksasi nitrogen dan 
prospeknya sangat tinggi karena lebih ramah 
lingkungan. Beberapa laporan menyatakan 
penggunaan pupuk kimiawi berkelanjutan dapat 




sebelumnya juga telah menyatakan bahwa 
penggunaan biofertilizer dari Azotobacter pada 
tanaman-tanaman C4 seperti sorghum (Sorghum 
bicolor), bawang, dan gandum menunjukkan 
pertumbuhan yang lebih tinggi. 
Sorghum bicolor merupakan tanaman padi-
padian yang menghasilkan yield biomassa yang 
tinggi dan tidak membutuhkan banyak air agar 
bisa tumbuh, karenanya bisa tumbuh baik di 
daerah yang kering dan akarnya bila 
terdekomposisi dapat menjadi biofertilizer yang 
baik dan menggemburkan tanah
(6)
. Tanaman S. 
bicolor merupakan tanaman C4 sehingga mampu 
tumbuh di area yang terlalu kering. Jika berada 
pada kondisi yang tidak menguntungkan S. 
bicolor dapat menjadi dorman dan dapat 
melanjutkan pertumbuhannya bahkan setelah 
beradaptasi dengan kondisi kekeringan atau 
minim air
(7)
. Tanaman S. bicolor dapat 
beradaptasi dengan jenis tanah yang beragam, 
dari tanah berpasir hingga tanah liat. Walaupun 
demikian sumber air tetap diperlukan untuk 
pertumbuhan S. bicolor. Akar S. bicolor yang 
dalam di tanah dapat mengekstraksi air dari 
sumber yang rendah serta dapat tumbuh di tanah 
dengan pH kisaran 5-8,5. Benih S. bicolor perlu 
diberi senyawa fungisida atau insektisida 
sebelum ditanam dan umumnya ditanam pada 
kedalaman 4-5 cm
(7)
. Benih S. bicolor dapat 
diberi klor sebagai senyawa fungisida yang 
menghambat kontaminasi fungi dan ditanam 4-5 
cm dari permukaan tanah. Tanah juga tetap 
disiram setiap hari dengan jumlah air yang tidak 
terlalu banyak agar S. bicolor dapat tumbuh 
optimum. 
Tanaman S. bicolor juga diketahui berperan 
dalam fitoremediasi. Ketika ditumbuhkan dalam 
tanah yang mengandung beragam logam berat, 
seperti As, Cd, Co, Cu, dan Zn terlihat bahwa S. 
bicolor mampu mengekstrak logam selama siklus 
pertumbuhannya. Penambahan fertilizer dan 
substrat nutrisi ke tanah yang mengandung 
logam sebagai media tumbuh S. bicolor 
ditemukan tidak meningkatkan konsentrasi logam 
pula
(8)
. Oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian 
terhadap pengaruh penambahan inokulum 
Azotobacter sp. sebagai biofertilizer terhadap 
pertumbuhan tanaman S. bicolor yang diketahui 
sangat potensial untuk fitoremediasi pada tahan 
yang terkontaminasi limbah logam berat. 
1.2. Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
menentukan pengaruh inokulum Azotobacter sp. 
terhadap pertumbuhan tanaman Sorghum bicolor 
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yang akan diterapkan dalam usaha fitoremediasi 
lahan tercemar logam berat.  
2. BAHAN DAN METODE 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium 
Mikrobiologi dan Laboratorium Fitoteknologi, 
Balai Teknologi Pengolahan Air dan Limbah 
(BTPAL) – BPPT selama bulan Juni dan Juli 
2014. Tahapan, alat, bahan dan metode yang 
dilakukan adalah seperti yang diuraikan berikut 
ini. 
2.1. Pembuatan Inokulum Azotobacter sp.  
Alat yang dibutuhkan untuk membuat 
inokulum Azotobacter sp. adalah oose, bunsen, 
labu Erlenmeyer 500 mL, dan shaker. Bahan 
yang dibutuhkan, antara lain kultur murni 
Azotobacter sp., medium Azoto Broth, dan kapas 
lemak. Untuk membuat inokulum Azotobacter sp. 
dengan kepadatan sel 10
6 
CFU/ml, maka kultur 
awal dari stok diinokulasikan sebanyak 28 mL ke 
dalam medium Azoto Broth 500 mL, lalu 
diinkubasi pada shaker dengan agitasi sehingga 
diperoleh inokulum Azotobacter sp. yang baru. 
Kepadatannya kemudian dihitung dengan 
metode TPC (Total Plate Count). 
2.2. Total Plate Count Pour-Plate Method 
Alat yang dibutuhkan untuk melakukan TPC 
pada pelat yang dituang adalah cawan petri, 
tabung reaksi, botol Scott 100 ml, mikropipet, dan 
gelas ukur 10 mL. Bahan yang dibutuhkan, 
antara lain  akuades steril, medium Nutrient Agar 
(NA) dan inokulum awal Azotobacter sp. Kultur 
Azotobacter sp diinokulasikan sebanyak 1 mL ke 
akuades 9 mL, lalu diencerkan berseri dengan 
akuades hingga mencapai 10
-7






sebanyak 1 mL ke cawan petri yang sudah diisi 
dengan medium NA secara pour-plate method 
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. 
Hasil pengamatan dihitung jumlah koloninya 
dengan metode Total Plate Count.  
2.3. Pengamatan Mikroskopis Sel Inokulum 
Azotobacter sp.  
Alat yang dibutuhkan untuk melakukan 
pengamatan mikroskopis sel dari inokulum 
Azotobacter sp., antara lain pembakar bunsen, 
oose, kaca objek, dan mikroskop. Mikroskop 
yang digunakan adalah mikroskop cahaya. 
Bahan yang dibutuhkan, antara lain alkohol 70%, 
akuades, dan perlengkapan untuk pewarnaan 
Gram seperti pewarna crystal violet, safranin, 
lugol, dan alkohol 96%. Pengamatan mikroskopis 
sel inokulum Azotobacter sp. dilakukan dengan 
mengambil secuplik inokulum dari cawan petri 
menggunakan oose secara aseptic, lalu dibuatlah 
preparat kering di atas gelas obyek. Setelah 
diberi perlakuan pewarnaan Gram sesuai dengan 
prosedur kerja yang telah tersedia, maka 
preparat itu kemudian diamati di bawah 
mikroskop dengan perbesaran 100x. Hasil 
pengamatan kemudian dicatat dan direkam 
fotonya menggunakan kamera yang sudah 
tersedia pada mikroskop. 
2.4. Perlakuan Penambahan Inokulum 
Azotobacter sp. dan Urea terhadap 
Pertumbuhan Sorghum bicolor 
Alat yang dibutuhkan untuk menginokulasi 
inokulum Azotobacter sp. dan urea ke masing-
masing S. bicolor, antara lain mikropipet ukuran 
100-1.000 µL dan spatula. Bahan yang 
dibutuhkan, antara lain tips, aluminium foil, 
inokulum Azotobacter sp., dan urea. Unit 
percobaan perlakuan inokulum Azotobacter sp., 
urea, atau kontrol negatif dibuat dengan cara 
menginokulasi sebanyak 1 mL masing-masing ke 
dalam pot berisi 2 kg tanah yang dibenami benih 
Sorghum bicolor. Setiap pot kemudian dilabeli 
dengan tanda “Az” untuk perlakuan Azotobacter 
sp, “U” untuk perlakuan urea, dan “K” untuk 
kontrol negatif yang tidak ditambahkan inokulum 
Azotobacter sp. ataupun urea. Untuk masing-
masing perlakuan dibuat 5 pengulangan, 
sehingga total semuanya ada 15 unit pot 
penelitian yang diinkubasi selama 14 hari di 
dalam Greenhouse BTL-BPPT yang kering dan 
terkena cahaya matahari. Tinggi tanaman S. 
bicolor diukur setiap hari selama 14 hari 
penelitian. Data hasil pengamatan kemudian 
dianalisa dan disajikan ke dalam grafik untuk 
dibandingkan satu sama lain dan dibuat 
kesimpulannya. 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1. Total Plate Count Pour Plate Method 
Analisis data dari hasil pengamatan TPC 




Jumlah koloni yang tumbuh 
Tingkat pengenceran 
  
Hasil pengamatan pada Tabel 1 menunjukkan 
pada tingkat pengenceran 10
-6 
tumbuh koloni 
sebanyak 20 dan 22, sedangkan pada tingkat 
pengenceran 10
-7
 tumbuh koloni sebanyak 1 dan 
2. Rata-rata dari hasil TPC tersebut menunjukkan 
hasil konsentrasi sel pada kultur awal sebesar 
1,8x10
7
 CFU/ml (Gambar 1). 
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Gambar 2. Pewarnaan gram Azotobacter sp.  
 
Tabel 1. Hasil pengamatan TPC Pour-Plate 
Method 
 















Gambar 3. Pewarnaan gram Azotobacter sp.  
 
Gambar 1 adalah hasil pengamatan koloni 
yang tumbuh setelah TPC pour-plate method  
yang menunjukkan bahwa koloni dominan yang 
tumbuh berwarna putih krem dan memiliki tekstur 
yang flat. Beberapa di antara koloni tersebut 




menyebutkan bahwa Azotobacter memproduksi 
koloni yang flat berwarna putih krem. Koloni juga 
dapat berwarna coklat, hijau, dan tidak berwarna 
bergantung kepada spesiesnya.  
3.2. Pengamatan Mikroskopis Sel pada 
Inokulum Azotobacter sp.  
Pengamatan mikroskopis sel dari inokulum 
Azotobacter sp. dilakukan dengan diberi 
pewarnaan Gram, lalu diamati menggunakan 
mikroskop cahaya. 
Gambar 2 dan 3 menunjukkan bahwa sel 
terlihat berupa Gram-positif dan bentuknya ada 
yang batang (basil) maupun bulat (coccus). Hal 
ini menunjukkan adanya ketersesuaian dengan 
literatur
(10),(11)
 yang menyatakan bahwa genus 
Azotobacter umumnya berbentuk variatif dari 
basil hingga bulat. 
Diketahui pula bahwa spesies Azotobacter 
umumnya merupakan bakteri Gram-negatif 
sehingga tidak sesuai dengan hasil pengamatan 
di laboratorium yang menunjukkan sel 
Azotobacter sp. berwarna keunguan, yakni 
Gram-positif. Hal ini diperkirakan merupakan 
produksi varian Gram-positif oleh Azotobacter 
chroococcum karena diketahui bahwa bentuk 
Gram-positif dari kultur Azotobacter chroococcum 
serupa dengan basil berspora yang mampu 
hidup di medium yang tidak mengandung sumber 
nitrogen, sehingga disimpulkan bentuk Gram-





3.3. Pengaruh Penambahan Inokulum 
Azotobacter sp. terhadap Tinggi 
Tanaman Sorghum bicolor  
Tinggi tanaman S. bicolor diamati setiap 
harinya setelah ditambahkan inokulum 
Azotobacter sp., dibandingkan dengan perlakuan 
yang diberi urea dan kontrol negatif yang tidak 
diberi inokulum Azotobacter sp. maupun urea 
(Gambar 4 & 5).  
 
 
Gambar 4. Pengaruh penambahan inokulum 
Azotobacter sp. terhadap tinggi 




Gambar 5. Pengamatan tinggi tanaman Sorghum 
bicolor setiap hari selama 14 hari 
 
Selama 14 hari data tinggi tanaman tiap 
perlakuan dikumpulkan dan dianalisis sehingga 
diperoleh grafik seperti yang terlihat di Gambar 4. 
Gambar 4 menunjukkan grafik pengaruh 
penambahan inokulum Azotobacter sp. (Az) 
terhadap  kenaikan tinggi tanaman S. bicolor per 
hari selama 14 hari  dibandingkan dengan 
penambahan urea (U) dan kontrol negatif (K), 
yakni tanpa penambahan urea dan inokulum. 
Grafik pada Gambar 4 menunjukkan bahwa garis 
grafik Az dan U berada di atas K yang 
menunjukkan penambahan Azotobacter sp. 
maupun urea berpengaruh dalam meningkatkan 
pertumbuhan S. bicolor. Gradien kenaikan Az 
lebih tinggi dibandingkan U, hal ini menunjukkan 
bahwa pengaruh penambahan inokulum 
Azotobacter sp. lebih tinggi dibandingkan urea 
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dalam meningkatkan pertumbuhan S. bicolor. 
Hasil ini mempunyai ketersesuaian dengan hasil 
penelitian Van Oosterom dkk.
(12)
 yang 
membandingkan antara pemakaian pupuk kimia 
dengan bio-fertilizers yang mengandung mikroba 
Azotobacter sp. Dalam penelitian mereka, 
diketahui bahwa pemberian pupuk kimia sumber 
nitrogen berpengaruh signifikan terhadap indeks 
luas daun (LAI = Leaf Area Index) dan 
pertumbuhan tunas pada sorghum, sedangkan 
pemberian bio-fertilizers seperti bakteria 
Azotobacter dan Azospirillum mempunyai efek 
positif terhadap yield sorghumnya. Selain itu, dari 
hasil penelitian lain sebelumnya juga diketahui 
bahwa penggunaan pupuk biologis yang 
mengandung Azotobacter sp. dapat mengurangi 
secara signifikan konsumsi dari pupuk kimia, juga 
mengurangi efek berbahaya pupuk kimia 




Untuk menguji signifikansi pengaruh 
Azotobacter sp. terhadap pertumbuhan S. bicolor 
maka analisis variansi (ANOVA) digunakan dan 
hasilnya seperti yang dapat dilihat pada Tabel 2.  
 
 
Tabel 2. Analisis variansi pengaruh penambahan 
inokulum Azotobacter sp. terhadap 










Perlakuan 1005,4 2 502,7 4,25 
Galat 1301,1 11 118,3 Ftabel 




Hasil analisis variansi pada Tabel 2 
menunjukkan bahwa nilai F-tabel lebih besar 
dibanding F-hitung, yakni F-tabel sebesar 3,98 
dan F-hitung sebesar 4,25. Hal ini menunjukkan 
bahwa penambahan inokulum Azotobacter sp. 
berpengaruh signifikan terhadap tinggi tanaman 
S. bicolor. Hasil dari penelitian ini sesuai dengan 
hasil yang telah diperoleh oleh peneliti lainnya 
bahwa pertumbuhan tanaman S. bicolor dapat 




Hasil-hasil penelitian ini juga memiliki 
ketersesuaian dengan penelitian sebelumnya 
yang menunjukkan bahwa Azotobacter sp 
terbukti mampu menambah tinggi tanaman, 
jumlah daun, persentase diameter tunas dari 
pengisian bibit dan berat kering bibit pada 
tanaman Helianthus annuus
(15)
, juga dapat 
meningkatkan fisiologi dan morfologi akar pada 
tanaman padi
(16)
. Azotobacter sp. ini juga 
diketahui mampu meningkatkan kandungan 
karbohidrat dan klorofil pada tumbuhan sorghum 
forage (Speedfeed hybrid)
(17)
, serta germinasi 
bibit dan pertumbuhan tanaman rumput-
rumputan seperti jagung dan gandum dengan 
memproduksi vitamin-vitamin B, NAA, GA, dan 
bahan-bahan kimia lainnya (hormon tumbuhan) 




Genus Azotobacter diketahui memainkan 
peranan penting dalam siklus nitrogen di alam 
karena mempunyai fungsi metabolik yang 
bervariasi dan mendukung pertumbuhan 
tanaman
(19)
, misalnya berperan dalam fiksasi 
nitrogen, mampu produksi vitamin-vitamin seperti 
thiamine dan riboflavin, hormon-hormon tanaman 
viz, indole acetic acid (IAA), gibberellins (GA) dan 
cytokianins (CK). Anggota dari genus 
Azotobacter seperti A. chroococcum, A. 
vinelandii, A. beijerinckii, A. nigricans, A. 
armeniacus, dan A. paspali banyak dipakai 
sebagai bio-fertilizers untuk berbagai jenis 
tanaman seperti wheat, oat, barley mustard, sea-
sum, padi, linseeds, bunga matahari, castor, 
jagung, sorghum, kapas, jute, sugarbeets, 
tembakau, teh, kopi, karet, dan kelapa
(20)
. 
4. KESIMPULAN DAN SARAN 
Dari data yang sudah diperoleh dapat 
disimpulkan bahwa perlakuan inokulum 
Azotobacter sp. berpengaruh signifikan terhadap 
pertumbuhan tanaman Sorghum bicolor. 
Kepadatan sel inokulum Azotobacter sp. adalah 
1,8x10
7
 CFU/ml dengan morfologi sel 
Azotobacter sp. berbentuk basil dan coccus 
berkapsul serta merupakan Gram-positif.  
Isolat Azotobacter sp. sebaiknya diidentifikasi 
lebih spesifik lagi, lewat identifikasi DNA atau uji 
biokimia untuk memastikan spesies dan genus 
isolat. Sebaiknya penyimpanan kultur murni isolat 
juga terus dijaga, disub-kultur secara berkala dan 
disimpan di suhu -80
0
C. Pengujian di lapangan 
juga sebaiknya lebih diperhatikan karena banyak 
faktor lingkungan seperti suhu, cahaya matahari, 
kelembapan, dan lainnya yang juga berpengaruh 
pada proses pertumbuhan tanaman S. bicolor ini. 
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